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Avanzada, y no me arrepentiré NUNCA. Llevo casi 8 años en el Instituto y a día de hoy no me
iría, en este centro he hecho grandes amigos; que espero lo sigan siendo a pesar del tiempo y el
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personas, cada uno a vuestra manera, pero ante todo siempre habéis tenido una palabra buena
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os quiero compis!!!. Dani!!! También me acuerdo de ti compañero. Esos paseos por delante de
mi labo eran una aliciente en mi vida, jajaja. Al final hemos acabado el camino a la vez, te deseo
muchas suerte, te lo mereces.
Gracias también a Blanca, casi estaba sola cuando llegó y… quieras que no, alguien que
comparta las largas horas del labo siempre se agradece. Gracias por aguantarme, mi carácter
explosivo a veces no hay quien lo aguante y con tu serenidad lo has conseguido.
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La secuenciación del genoma completo de Dictyostelium discoideum permitió la
identificación de cuatro genes que codifican proteínas con una región similar al dominio
MADS-box, srfA, srfB, srfC y srfD. Dos de ellos, srfA y srfB, codifican proteínas similares a
SRF, mientras que los otros dos, srfC y srfD, son más similares a MEF2. En la presente Tesis se
ha estudiado la estructura y la función de los genes srfB y srfC (denominado en la tesis mef2A).
En D. discoideum, srfB está implicado en el comienzo del proceso de desarrollo pluricelular, la
migración de las células durante la agregación, la adhesión celular y la culminación de las
estructuras. Por otro lado, mef2A es importante para la diferenciación de las células durante el
proceso de desarrollo, tanto de las células que darán lugar a las esporas como de un tipo celular
que forma parte del tallo. Las funciones realizadas en D. discoideum por estos factores guardan
cierta similitud con aquellas desempeñadas por sus factores homólogos en animales, SRF y
Mef2, que participan en la proliferación y la diferenciación celular de tejidos como el muscular,
y la regulación del desarrollo embrionario. En el transcurso de este trabajo también se
caracterizó la estructura del gen que codifica la encima Adenilato ciclasa (acaA), demostrando
que existen tres regiones reguladoras que dirigen la expresión de este gen en diferentes
momentos y en regiones específicas de las estructuras en desarrollo. Está bien establecido que
acaA desempeña una función clave en el proceso de agregación que inicia el proceso de
desarrollo pluricelular. Nosotros demostramos que el gen acaA se expresa en otros estadios del
desarrollo indicando que la encima codificada pudiera desempeñar también otras funciones
durante el desarrollo. Además, el estudio de la actividad del gen acaA en la cepa mutante para
srfB ha permitido establecer una posible función reguladora de srfB sobre la expresión del gen
acaA en determinadas fases del desarrollo como, por ejemplo, el comienzo de la culminación.

SUMMARY
Sequencing of the Dictyostelium discoideum genome allowed the identification of four
genes coding for proteins with a region similar to MADS-box domains, srfA, srfB, srfC and
srfD. Two of them, srfA and srfB code for SRF homolog proteins while srfC and srfD are more
similar to MEF2 proteins. The structural and functional analysis of srfB and srfC (called mef2A
from now on) has been approached in this Thesis. In D. discoideum SrfB plays an important
role at the beginning of developmental process, cellular migration, cellular adhesion and
culmination of the structures. On the other hand, Mef2A is important for the cellular
differentiation of prespore cells and a group of cells that belong to the stalk structure along
development. These functions are similar to those of mammalian SRF and Mef2 proteins that
are involved in cellular proliferation and differentiation of muscle tissue and the regulation of
embryogenesis. Furthermore, we characterized the structure of acaA gene and described the
existence of three promoter regions that drive the expression of this gene in different structures
and at different times along development. It’s well known that acaA plays an important role in
the cell aggregation process that initiates D. discoideum development. Here we show that acaA
is expressed in other developmental stages indicating that it might function in more
developmental processes than previously described. The analysis of acaA promoter activity in
the srfB mutant strain allowed us to identify a possible regulatory function of srfB on acaA gene
expression at some of developmental stages such as the beginning of culmination.
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ACA: Adenyl cyclase, Adenilato ciclasa.
ALC: Anterior like cells, células similares a las de la parte anterior.
AMPc: cyclic-Adenosine monophosphate, Adenosina monofosfato cíclica.
CaMK: Calcium/Calmodulin-dependent protein kinase, proteína quinasa dependiente de Calcio
y Calmodulina.
cAR: cAMP receptor, receptor de AMPc.
CMF: Conditioned medium factor, factor del medio condicionado.
DBD: DNA binding domain, dominio de unión a DNA.
DIF: Differentiation induction factor, factor inductor de la diferenciación.
GBF: G-box binding factor, factor de unión a caja G.
GPCR: G protein coupled receptor, receptor acoplado a proteína G heterotrimérica.
HAT: Histone Acetyltranferase, Acetiltransferasa de histonas.
HDAC: Histone Deacetylase, Deacetilasa de histonas.
MADS: MCM1, Agamous, Deficiens and SRF.
MAPK: Mitogen-activated protein kinase, proteinas quinasas activadas por mitógenos.
MEF2: Myocyte enhancer factor 2, factor inductor de miocitos 2.
MRTF: Myocardin related transcription factor, factores de transcripción relacionados con
miocardina.
NLS: Nuclear localization signal, señal de localización nuclear.
ORF: Open reading frame, pauta de lectura abierta.
PH: Plekstrin homology domain, dominio de homología a pleckstrina.
PI3K: Phosphatidylinositol 3 kinase, fosfatidilinositol-3-quinasa.
PIP3: Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate, fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato.
PKA: Protein kinase A, proteína quinasa A.
PKD: Protein kinase D, proteína quinasa D.
PLC: Phospholipase C, fosfolipasa C.
PSF: Prestarvation factor, factor previo al ayuno.
PTEN: Phosphatase and tensin homolog, homólogo de fosfatasa y tensina.
SAM: SRF, Agamous and MCM1 domain, dominio de SRF, Agamous y MCM1.
SDF: Spore differentiation factor, factor de diferenciación de esporas.
SRE: Serum response element, elemento de respuesta a suero.
SRF: Serum response factor, factor de respuesta a suero.
SrfA, B, C y D: Serum response factor A, B, C and D of Dictyostelium discoideum, Factor de
respuesta a suero A, B, C, y D en Dictyostelium discoideum.
STAT: Signal transducer and activator of transcription, transductor de señales y activador de la
transcripción.
TCF: Ternary complex factor, factor del complejo ternario.









Los dictiostélidos son amebas habitantes de suelos forestales donde se alimentan de bacterias y
hongos. El primer dictiostélido encontrado fue Dictyostelium mucoroides en 1869 por Oskar
Brefeld (15) pero Dictyostelium discoideum (113) es la especie que, a día de hoy, se sigue
utilizando como organismo modelo.
Filogenia
La posición filogenética de Dictyostelium (del griego dictyon = red y del latín telium = torre)
siempre ha generado una gran controversia. Al principio, se le incluyó dentro del reino de los
hongos (7, 74) pero con la llegada de la biología molecular y la secuenciación de genes como
ssu (18s rRNA), α-tubulina, etc, se llegó a la conclusión de que el género Dictyostelium
pertenece al grupo filogenético de los Eumicetozoa, que diverge del brazo común de animales y
hongos después de la separación de las plantas, pero comparte características de los tres grupos
(Fig 1) (35).
 Eichnger et al. 2005
Fig 1. Árbol filogenético de Dictyostelium discoideum. Para obtener el árbol filogenético se ha
comparado una base de datos de 5279 proteínas de los proteomas de 17 Eucariotas. Dictyostelium
discoideum pertenece al grupo Eumicetozoa y según este árbol filogenético, Dictyostelium se separó
del grupo principal formado por plantas, hongos y animales después de la separación de las plantas y




Dictyostelium discoideum o también llamada la ameba “social”, ha sido encontrada en un rango
amplísimo de hábitats tan dispares como zonas árticas, regiones tropicales, desiertos y bosques
húmedos (114, 127). En esas condiciones vive en forma de ameba solitaria (Fase unicelular)
alimentándose por fagocitosis de bacterias y levaduras. Bajo condiciones de ayuno o escasez de
alimento sufre un proceso complejo de desarrollo multicelular (Fase multicelular). Las células
individuales detectan y secretan un quimioatrayente, la Adenosina monofosfato cíclica (AMPc),
para reclutar aproximadamente a 100.000 células a los agregados. Estos agregados o “mounds”
llevan a cabo un programa morfogenético y de diferenciación celular que concluye con la
formación de un cuerpo fructífero o sorocarpo compuesto por un tallo y un esporocarpo que
contiene las estructuras de resistencia o esporas. Durante este ciclo tienen lugar procesos
similares a los que ocurren durante la embriogénesis de vertebrados, incluyendo migración
celular, adhesión, señalización intercelular y diferenciación celular coordinada (37).
Genoma
D. discoideum es un organismo Eucariota, unicelular y haploide en su fase de crecimiento, con
un genoma de 34Mb y 6 cromosomas. La secuenciación total de su genoma en 2005 ha
permitido estimar en 12.500 los genes que codifica. Se considera uno de los genomas más
compactos conocidos; el espacio intergénico medio es de 2.5 kb (128 kb en humanos) y el
tamaño de los intrones de 150pb (3500pb en humanos). Es un genoma excepcionalmente rico en
nucleótidos de Adenina y de Timidina, en torno a un 78%, porcentaje que disminuye al 60% en
las regiones codificantes. Otra característica excepcional del genoma de D. discoideum es que
presenta gran cantidad de repeticiones del triplete de nucleótidos AAC en las regiones
codificantes, lo que da lugar a proteínas con colas de Asparaginas, Glutaminas o Treoninas. El
papel que dichas repeticiones juegan, aún se desconoce (35).
Los genes que dan lugar a los ARN ribosómicos 26S, 17S, 5,8S y 5S se encuentran en un
elemento extracromosómico de 88kb del que existen 100 copias aproximadamente por núcleo.
El genoma mitocondrial de D. discoideum tiene un tamaño de 55kb con un contenido en A-T
del 73%. Los genes identificados codifican ARNr, 18 ARNt, 10 subunidades del complejo de la
NADH deshidrogenasa, 3 subunidades de la citocromo oxidasa, 4 subunidades del complejo de
la ATP sintasa, 15 proteínas ribosomales, apocitocromo b y una serie de ORFs (“Open Reading
Frames”) de función desconocida. Todos los genes de la mitocondria se transcriben a partir de
la misma hebra de ADN. Al igual que en otros organismos, el genoma mitocondrial es muy
compacto, estando solapados algunos de los genes (103).
Modelo experimental
D. discoideum ha sido reconocido como modelo experimental por los NIH (“National Institutes
INTRODUCCIÓN
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of health”) debido a la multitud de ventajas que tiene para su uso como tal. Entre dichas
ventajas se encuentran, su parecido a las células animales en muchos aspectos estructurales y
funcionales, la separación entre fase unicelular y multicelular, lo que nos permite estudiar una
gran cantidad de procesos como motilidad, quimiotaxis, agregación o diferenciación. Su ciclo
de morfogénesis es sencillo y corto (24h). Sus células se diferencian en dos únicos tipos
principales y por último, la aplicación de técnicas moleculares en este organismo es más sencilla
debido a su crecimiento en fase haploide. También debemos mencionar que tenemos a nuestra
disposición una base de datos para trabajar con D. discoideum, http://dictybase.org/.
Ciclo de vida
Dictyostelium discoideum es una ameba social cuyo ciclo de vida consiste en dos fases
claramente diferenciadas, crecimiento y desarrollo, la transición entre dichas fases está muy
condicionada a la disponibilidad de alimento en el medio.
Fig 2. Ciclo de vida de Dictyostelium discoideum. Durante la Fase unicelular las células se dividen
por fisión binaria cada 8-10 horas y se alimentan de bacterias y levaduras. Cuando escasea el
alimento, comienza la Fase pluricelular. Durante la agregación, las células se polarizan y migran
(“streaming”) hacia los centros de agregación que a su vez son fuente de agentes quimiotácticos como
el AMPc, formándose así los agregados o “mounds”  donde se diferencia el “tip” o región
organizadora. Durante la morfogénesis, el agregado atraviesa varios estadios. La estructura de
migración o “slug” es la encargada de buscar las condiciones adecuadas para la culminación. En
dicha estructura ya se observa diferenciación celular entre células pre-tallo en la parte anterior y
células pre-espora en la parte posterior. La culminación acaba con la formación de un tallo que



























Durante la fase unicelular, Dictyostelium discoideum permanece en estado ameboide
dividiéndose por fisión binaria simple cada 8-10 horas (Fig 2). En un sustrato sólido, como los
suelos de los bosques, se alimenta por fagocitosis de levaduras y bacterias (de las especies
Klebsiella aerogenes, Shigella y alguna otra). El mecanismo de fagocitosis consiste en el
reconocimiento de la bacteria por receptores de membrana y englobamiento en una estructura de
membrana llamada fagosoma. El fagosoma, posteriormente, se fusiona al lisosoma y se digiere
el contenido (20).
En el laboratorio, se han seleccionado cepas de amebas que crecen en medio líquido sintético
(cepas axénicas) captando pequeños volúmenes de medio (“fluid-phase uptake”) en estructuras
tales como pinosomas o macropinosomas. Este es un proceso que nunca ocurre en la naturaleza
(20).
Durante la fase unicelular, las amebas se caracterizan por presentar motilidad y quimiotaxis, es
decir, son capaces de moverse en respuesta a un gradiente quimiotáctico mediante la
reorganización de su citoesqueleto. Se conocen dos agentes quimiotácticos en Dictyostelium
discoideum, el ácido fólico, secretado por las bacterias y que les sirve para detectar la cantidad
de bacterias en el medio y localizarlas (104), y la adenosina monofosfato cíclica (AMPc), que se
produce al inicio de la fase de ayuno, y sirve a las células para agregarse y entrar en la fase de
desarrollo multicelular (12) (67).
En el transcurso de la fase unicelular las amebas sintetizan y secretan continuamente factores
autocrinos que se acumulan proporcionalmente a la densidad celular existente en el medio (79).
A determinadas concentraciones, estos factores desencadenan cambios en la expresión génica
que llevan a las células a prepararse para entrar en diferenciación. Las células son capaces de
detectar los niveles del factor extracelular PSF (“Pre-Starvation Factors”), secretado por las
células en crecimiento, y estimar la densidad celular relativa a la cantidad de nutrientes
(bacterias) y desencadenar, si es necesario, la entrada en fase multicelular (26, 28).
• Fase Pluricelular
Agregación
Cuando aumenta la cantidad de PSFs y disminuyen los nutrientes en el sustrato, las amebas lo
detectan y desencadenan un complejo sistema de respuesta que empieza por la parada de la
proliferación. PSF desencadena la expresión de las Discoidinas (27), lectinas implicadas en
procesos de adhesión celular necesarios para la correcta polarización y motilidad celular. Otro
gen regulado por PSF es un receptor de AMPc (cAR), receptor GPCR (“G-protein coupled
receptor”) que, acoplado a proteína G heterotrimérica, realiza funciones importantes para la
agregación, en concreto cAR1.
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Se cree que la expresión génica requiere de la actividad de la proteina-quinasa dependiente de
AMPc (PKA, “c-AMP- dependent protein kinase”) (118) y que a su vez, los niveles de PSF
regulan la traducción de su subunidad catalítica (124).
Las células durante el ayuno también secretan unas glicoproteínas, los CMFs (“Conditioned
Medium Factors”) que estimulan la expresión génica simultáneamente con PSF (26) y son
esenciales para el establecimiento de la señalización de AMPc y el comienzo de la agregación
(50, 139). CMF se encarga de controlar la densidad celular durante el crecimiento y de que la
estructura final del proceso tenga un número de células adecuado, en torno a 105, para que el
cuerpo fructífero sea estable y la dispersión de las esporas sea efectiva.
Cuando se dan las dos condiciones, escasez de alimentos y suficientes células en el medio, éstas
cesan su proliferación y comienzan el desarrollo mediante un complejo cambio en la regulación
de la expresión génica (135). Entre los genes que se inducen se encuentran los que codifican la
Adenilato ciclasa (ACA, “Adenylyl cyclase for agregation”) que sintetiza AMPc, cARs y la
fosfodiesterasa extracelular PDE (“Phosphodiesterase extracellular”) que hidroliza AMPc.
Fig 3. Vías de señalización que regulan la quimiotaxis y la agregación en D. discoideum. La molécula
de AMPc extracelular al interaccionar con el receptor acoplado a proteínas G, cAR1, provoca el
intercambio de GDP por GTP en la subunidad α de la proteína G y la disociación de las subunidades.
Esta subunidad α activa a encimas como la Fosfolipasa C (PLC) y la Guanilato ciclasa (GC)
implicada en mecanismos relacionados con el movimiento quimiotáctico. La subunidad βγ, a su vez,
interacciona con proteínas con dominio PH (“pleckstrin domain”) como PKB, CRAC y Pia. PKB
fosforila y activa a PakA (“p21-activated kinase”) proteína implicada en el ensamblaje de miosina II.
CRAC y Pia activan la Adenilato ciclasa (ACA). Esta encima se encarga de sintetizar AMPc. Parte de
este AMPc se transloca al medio extracelular donde señaliza a células próximas y sufre degradación a
manos de la Fosfodiesterasa extracelular (PDE) silenciando la señal. De hecho, la ACA no se volverá
a activar hasta que el AMPc extracelular sea degradado. Por otro lado, el AMPc intracelular controla y
activa a la proteína quinasa A (PKA) que regula expresión génica. PKA, a su vez, inhibe a ERK2 que
está inhibiendo a la Fosfodiesterasa intracelular (RegA) con lo cual, los niveles de AMPc bajan. Se
generan, por tanto, unos ciclos de sensibilización y desensibilización y de pulsos de síntesis de AMPc,
que dirigen la agregación hasta la formación del “mound”.
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Una vez tomada la decisión, unas pocas células comienzan a liberar AMPc en forma de ondas.
Las células vecinas detectan el AMPc y responden polarizándose y dirigiéndose hacia la célula
que ha emitido la primera onda, formándose unas hileras de células llamadas “streams”. A su
vez, las células receptoras emiten una nueva onda de AMPc, permitiendo así la amplificación de
la señal que llega hasta las células más lejanas. La señal es transitoria, mientras las primeras
células se hacen refractarias al AMPc (durante 5-6 minutos) las nuevas son sensibles a él y
transmiten la señal (41). Se necesitan del orden de 20-30 pulsos para formar un agregado (en
inglés “mound”).
La quimiotaxis hacia el AMPc comienza con la llegada de la molécula y su interacción con los
receptores de 7 dominios transmembrana, cAR (Fig 3). En agregación, el mayoritario y con
mayor afinidad por AMPc, es cAR1 (126). La interacción del AMPc con cAR1 provoca la
disociación de la subunidad α y la subunidad βγ de la proteína G heterotrimérica. Esta vía
desencadena varias respuestas (42) (80): a) La activación de la proteína de membrana Adenilato
ciclasa (ACA) importantísima para la transmisión de la señal del AMPc y para su propia
síntesis. b) La activación de la Guanilato ciclasa (GC) que produce GMPc, necesario para la
quimiotaxis y la reorganización del citoesqueleto de actina y miosina (30) (14). c) Activación de
la fosfolipasa C (PLC) (11). d) Activación de la proteína quinasa Akt/PKB que se encarga de
fosforilar a proteínas PakA (“p21 activated kinase”), encargadas del ensamblaje de la miosina
(90) (25).
Una de las vías más importantes es la activación, mediada por la subunidad βγ de la proteína G
heterotrimérica (137), de la proteína ACA, con la colaboración de la proteína CRAC (“Cytosolic
regulator of ACA”) que presenta dominios PH (“plesktrin homology domain”) y la proteína
Pianissimo (Pia) (57) (23) (Fig 3). Para la generación de los agregados se requiere que la vía de
señalización del AMPc se adapte rápidamente, para ello, la ACA no puede volver a ser activada
hasta que el AMPc extracelular sea degradado por la fosfodiesterasa PDE (“phosphodiesterase
extracellular”) (54). Las células vuelven a ser sensibles en pocos minutos y estos ciclos de
sensibilización-desensibilización dirigen los pulsos de AMPc cada 5-6 minutos durante varias
horas hasta la formación de los agregados.
Una fracción del AMPc intracelular activa la PKA (“cAMP-dependent protein kinase”). La
regulación de los niveles intracelulares de AMPc se cree que también está implicada en la
generación de los pulsos de activación de ACA necesarios para la agregación. La
fosfodiesterasa intracelular RegA degrada el AMPc y a su vez está regulada por MAPKs
(ERK2) que la fosforila y la inhibe, aumentando la cantidad de AMPc intracelular y por tanto
activando a PKA. La subunidad catalítica de PKA controla la expresión génica y otras proteínas
implicadas en su propia activación (ERK) presentándose así un bucle de regulación (Fig 3).
La activación de la proteína quinasa Akt/PKB es esencial para la quimiotaxis. La activación de
estas quinasas depende del receptor de AMPc cAR1, de la proteína G heterotrimérica acoplada a
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él y de la Fosfatidil inositol-3-quinasa (PI3K). La activación de la PI3K se produce en la parte
anterior de la célula, aumentándose así la cantidad de fosfoinositol tri-fosfato o PIP3 que,
reclutando proteínas con dominios PH, desencadena una serie de cambios en el citoesqueleto
tales como polimerización de actina e inhibición de polimerización de miosina II (Fig 3). En
cambio, en la parte posterior de la célula, los niveles de PIP3 se mantienen bajos gracias a la
actividad de la fosfatasa PTEN (“Phosphatase and TENsin homolog”), que actúa inhibiendo
principalmente la polimerización de actina. Este gradiente de PIP3 que se genera en la célula es
necesario para que el citoesqueleto se reorganice y las células migren en dirección al gradiente
de AMPc (80).
Morfogénesis
Una vez que todas las células han llegado a los centros de agregación, unas 8-10 horas después
del comienzo del ayuno, forman una estructura en forma de montaña llamada “loose mound”
(Fig 2) que evolucionará hacia una forma más compacta llamada “tight mound” (Fig 2); gracias
a mecanismos de adhesión intercelular y a la formación de una capa de polisacáridos y celulosa
secretada por las células, y que cubre el agregado. La adhesión está mediada por unas proteínas
que son imprescindibles para mantener la estructura multicelular de este organismo y que
empiezan a expresarse cuando las células se hacen competentes para agregación (122).
Cuando se ha formado el agregado se ponen en marcha nuevas vías que van a llevar a la
diferenciación celular y a la morfogénesis. Se cree que, durante la formación del agregado, la
concentración de AMPc extracelular sube hasta llegar a concentraciones constantes del orden de
micromolar. En esas condiciones los receptores estarían saturados. A pesar de ello, hay dos
factores de transcripción activados por las altas concentraciones de AMPc a través de cAR1, el
factor de unión a caja G (GBF, “G-box binding factor”) y el factor transmisor de la señal y
activador de la transcripción DdSTATa (“D. discoideum signal transducer and activator of
transcription”). GBF se une a una secuencia de 8 bases que se encuentra en la mayoría de genes
inducidos después de la agregación, incluyendo genes específicos de células pre-tallo y de
células pre-espora, y genes implicados en uniones intercelulares como lagC (16, 49, 56, 116).
Durante estas fases tempranas del desarrollo multicelular ya se están empezando a diferenciar
los dos tipos celulares que darán lugar a las células tallo y a las esporas, las células pre-tallo
(“prestalk”)  y las células pre-espora (“prespore”). Además las células ya se encuentran
distribuidas diferencialmente a lo largo del “mound”, las pre-tallo en la zona superior y las pre-
espora en la inferior (Fig 4). La parte superior de la estructura, es decir las células pre-tallo,
forma un abultamiento llamado “tip”. El “tip” constituye un importante centro de regulación, es
la fuente de muchas señales que controlan la distribución de las células; además de inhibir la
aparición de otros “tips”. Es más, cuando es eliminado, el desarrollo se para hasta que aparece
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otro nuevo. Así, el “tip” de D. discoideum podría considerarse el equivalente al organizador de
Mangold/Spemann de vertebrados.
El agregado se va alargando para formar el “finger”. Esta estructura tiene dos posibilidades en
función de las condiciones ambientales. Si la luz proviene de la parte superior y el pH es
óptimo, la estructura continuará su desarrollo formando el cuerpo fructífero a las 24 horas. Sin
embargo, cuando el pH aumenta y la iluminación es lateral, el “finger” se tiende sobre el
sustrato y forma  una estructura migratoria (“slug”) (Fig 2 y Fig 4).
Migración del slug
El “slug” es una estructura capaz de moverse por fototaxis y termotaxis a lo largo del sustrato
hasta que las condiciones sean las favorables para culminar y formar el cuerpo fructífero. Son
capaces de migrar hacia luz de longitud de onda entre 425 y 550 nm, que corresponden al
espectro visible, mientras que dentro del rango ultravioleta se alejan de la fuente de luz (43,
108). En cuanto al movimiento termotáctico, son capaces de migran hacia fuentes de entre 25-
30 grados centígrados y distinguen variaciones de temperatura de 0,0009ºC/cm (13, 109). En
esta etapa del desarrollo la diferenciación y la localización celular están claramente
determinadas (Fig 4). Mientras que en la parte anterior se encuentran las células pre-tallo (20%
anterior del “slug”), en la parte posterior se encuentran las células pre-espora (80% posterior
del “slug”). Dentro de la parte anterior o pretallo se diferencian varios subtipos celulares, pstA,
“Tip mound” “Finger” “Slug” migrando Culminante Cuerpo fructífero
Pst A Pre-espora ALC Pst O Pst AB
Adaptada de Schaap P. Dev 2011
Fig 4. Distribución de los distintos tipos celulares a lo largo del desarrollo de D. discoideum. En la
fase de “tip mound” ya se diferencian dos tipos celulares, las células pre-espora (rojo) y las pre-tallo
pstA (azul). En la fase de ”finger” se distinguen las células pre-espora, las pstA, las “anterior like
cells” o ALC (amarillo) y comienzan a verse las pst O (azul claro). En la fase de “slug” migrando
además de las ya mencionadas comienzan a observarse las células pretallo pstAB (azul oscuro) que
constituyen la problación de células del "tip-organizer”. En los culminantes se empiezan a apreciar
como las células comienzan a moverse para buscar su posición definitiva que es la que se observa en
el cuerpo fructífero. El tallo formado por las células diferenciadas a partir de las células pre-tallo
(pstAB, pstA y pstO), el soro formado por esporas diferenciadas a partir de células pre-espora y




pstAB y pstO. Dichos subtipos se caracterizan por presentar diferentes patrones de expresión de
algunos genes específicos de matriz extracelular como ecmA y ecmB.
En la parte posterior se encuentran las células pre-espora dentro de cuya masa se encuentran un
tipo de células pretallo, las ALC (“Anterior Like Cells”), células similares a las de la parte
anterior (37) (Fig 4).
El que un “slug” continúe migrando o decida culminar depende de las condiciones del medio
(Fig 2) y la culminación se desencadena gracias a la actuación de la encima proteína quinasa
dependiente de AMPc (PKA). En Dictyostelium, la función del AMPc intracelular está mediada
por la PKA, proteína importante a lo largo de todo el desarrollo. La inhibición de PKA produce
cepas que no culminan y permanecen en estadio “slug”, mientras que la sobre-expresión de la
subunidad catalítica de PKA genera cepas que se desarrollan más rápido que la cepa silvestre y
forman esporas precozmente. Otra de las condiciones que regula la culminación es la cantidad
de amonio. El amonio es un subproducto generado durante el catabolismo y que es capaz de
inhibir la culminación a través de PKA. El amonio es captado por los receptores histidina
quinasa que activan la fosfodiesterasa RegA (fosfodiesterasa de AMPc), disminuyendo la
cantidad de AMPc interno y a su vez la actividad de PKA, provocando así que se alargue la fase
de migración o “slug”. Por lo tanto la actividad de la encima PKA es muy importante para que
el desarrollo de D. discoideum continúe, supere el estadio “slug”  y se produzca la
diferenciación terminal (37).
Culminación
La culminación es la fase final del desarrollo (Fig 2) en la cual se forma el cuerpo fructífero y se
produce la diferenciación terminal de las células tallo y espora El cometido final del cuerpo
fructífero es soportar las formas de resistencia o esporas y favorecer su dispersión a regiones
más adecuadas para la germinación.
Cuando comienza la culminación, las células pretallo, de la parte anterior del “slug”, forman un
tubo que atraviesa la masa de células pre-espora, para llegar al sustrato, anclar la estructura y
formar el tallo. Al producirse el crecimiento del tallo la masa de células pre-espora asciende
(Fig 4). La diferenciación terminal a células tallo y a esporas es un proceso que sucede gracias a
que los factores secretados por un tipo celular son reconocidos o detectados sólo por el otro tipo
celular. Así por ejemplo, las células pre-tallo requieren del factor inductor de diferenciación DIF
(“Differentiation Inducing Factor”), que es una hexafenona clorada secretada por las células
pre-espora (62, 63). Por otro lado, los factores de inducción de esporas (SDF, “Spore
Differentiation Factor”) son necesarios para el encapsulamiento de las esporas (125). El tallo se
forma por la vacuolización y muerte de las células pre-tallo. Mientras que la diferenciación a
esporas consiste en su deshidratación y la formación de una capa exterior de proteínas y
celulosa. Por otra parte las células ALC “anterior like cells” darán lugar a la cubierta superior
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del soro o “upper cup” a la inferior o “lower cup” y al disco basal que fija la estructura al
sustrato (37) (Fig 4).
Factores de transcripción de la familia MADS-box
Descubrimiento
En 1984 Greenberg observó que la adición de suero a cultivos celulares quiescentes lograba una
rápida estimulación de la transcripción de c-fos, gen inmediatamente temprano necesario para
que las células salgan de quiescencia y puedan iniciar la mitosis (51). En el promotor de este
gen se halló una secuencia, localizada a unas 300 bases por delante del inicio de la
transcripción, que era suficiente para provocar una respuesta a suero (52, 112). A esta secuencia,
caracterizada por tener un núcleo de 6 Adeninas (A) ó Timidinas (T) flanqueadas por Citosinas
(C) y Guaninas (G) (CC(A/T)6GG), se la denominó Elemento de respuesta a suero (SRE
“Serum Response Element”) o caja CArG (“CArG-box”). Richard Treisman identificó y clonó
el factor de transcripción que se unía a esta caja y lo llamo SRF (Factor de respuesta a suero del
inglés“Serum Response Factor”) (102, 128).
Posteriormente se observó que SRF pertenece a una amplia familia de factores de transcripción
caracterizada por la presencia de un dominio de unión a ADN y dimerización denominado
MADS-box por las iniciales de los primeros factores caracterizados, MCM1 de levaduras,
Agamous y Deficiens en plantas y SRF en animales (119).
Estructura
Las proteínas que contienen la caja MADS, entre ellas SRF y MEF2 (Factor inductor de
miocitos, del inglés “Myocyte Enhancer Factor 2”), constituyen una familia de reguladores
transcripcionales implicados en diversos e importantes procesos biológicos. Esta clase de
proteínas han sido identificadas en levaduras, insectos (Drosophila melanogaster), crustáceos
(Artemia franciscana), nemátodos, vertebrados y amebas sociales (Dictyostelium discoideum).
Fig 5. Estructura de los factores de transcripción de la familia MADS. En el extremo amino-terminal
entre el aminoácido 132 y el 223, en el caso de SRF humano, se encuentra el dominio MADS
encargado de la unión al ADN y la interacción con cofactores transcripcionales. En su proximidad se
encuentra el dominio de dimerización, dominio que difiere entre los factores tipo SRF y los tipo




Se han identificado dos tipos distintos de proteínas que contienen caja MADS, los similares a
SRF (tipo I) y los similares a MEF2 (tipo II). Ambos grupos, tipo I y tipo II, se pueden
encontrar tanto en animales como en plantas y hongos. Los dos tipos se caracterizan por la
homología que presentan en la región C-terminal inmediata a la caja MADS. Este dominio se
llama SAM en proteínas similares a SRF y MEF2 en proteínas similares a MEF2. Las proteínas
de un grupo no dimerizan con las de otro grupo (119) (Fig 5).
Los miembros de la familia MADS generalmente reconocen una secuencia rica en Adeninas y
Timinas con un núcleo central de 10 pares de bases altamente conservado. Para las proteínas
similares a SRF el sitio de unión tiene la secuencia CC(AT)6GG llamado caja CArG (129); para
las proteínas similares a MEF2 el sitio de unión es CTA(A/T)4TAG (110). La unión de SRF al
ADN induce en él una curvatura que favorece el reconocimiento de la secuencia y la
conformación correcta de las nucleoproteínas en los promotores y los potenciadores o
“enhancer” (92).
Las proteínas MADS box son factores de transcripción con capacidad para interaccionar con
una variedad muy amplia de cofactores y por tanto son capaces de regular la expresión de
múltiples genes y procesos. En muchos casos, el cofactor con el que la proteína MADS box
interacciona determina el gen regulado, el momento de la regulación y si son
transcripcionalmente reprimidos o activados. La regulación, entonces, es dependiente de su
asociación con activadores (92).
Factor de respuesta a suero SRF (Serum Response Factor)
• Estructura
En humanos, el gen srf tiene un tamaño de 11kb, está localizado en el cromosoma 6 y contiene
7 exones. Por procesamiento alternativo del transcrito primario se obtienen diferentes ARNm
que dan lugar a diferentes isoformas. En ratones se han identificado hasta 4 isoformas diferentes
dependientes de tejido (64). La isoforma SRF-L contiene los 7 exones y corresponde con la
especie de 4.5kb de humanos. La isoforma SRF-M carece del exón 5 y funciona como un
mutante dominante negativo que reprime la transcripción dependiente de SRF. La isoforma
SRF-S, que carece del exón 4 y del exón 5, sólo se ha identificado en la aorta y la isoforma
SRF-I, por último, que conteniendo los exones 1, 2, 6 y 7 sólo se ha localizado en tejidos
embrionarios (21).
El factor de transcripción SRF humano es una proteína de 508 aminoácidos y 67 KDa que
contiene tres dominios principales: 1. Un dominio de unión a ADN (a la secuencia SRE o
“Serum Response Element”), 2. Un dominio de transactivación y 3. Varios sitios de
fosforilación. En la región Amino-terminal se encuentra el dominio de unión a ADN y
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dimerización (“DNA binding domain” o dominio DBD), de 90 aminoácidos. Dicho dominio es
suficiente para la unión al ADN, la dimerización y la interacción con proteínas cofactores de
SRF. Dentro de este dominio, entre los aminoácidos 132 y 197, se encuentra la caja MADS,
región altamente conservada evolutivamente y encargada de la unión al surco menor del ADN.
Entre D. melanogaster y humanos existe una homología del 93% en la caja MADS de SRF.
Después de la caja MADS y dentro del dominio DBD, entre los aminoácidos 197 y 223, se
encuentra el dominio SAM, dominio funcionalmente implicado en la dimerización del factor de
transcripción. El dominio de transactivación está localizado en la región Carboxilo-terminal
entre los aminoácidos 339 y 508. Es un dominio de transactivación con una baja capacidad
intrínseca pero su interacción con más de 60 cofactores le confiere un potencial de regulación de
la transcripción específico de célula y tejido (131, 132). En las proximidades del dominio de
transactivación se encuentran unos sitios de fosforilación que son señales de reclutamiento de
los cofactores de SRF (97) (Fig 5).
Además de todos estos dominios en el Amino terminal existe una secuencia de localización
nuclear (21, 94)
• Funciones de SRF
Proliferación y Diferenciación
SRF está implicado en el control de dos procesos, a priori excluyentes, la proliferación y la
diferenciación celular. La capacidad, para llevar a cabo el control de estos procesos, reside en la
interacción de SRF con una gran diversidad de cofactores, más de 60 descritos.
Experimentos en células en cultivo, usando formas mutantes de SRF, dominantes negativas y
RNA de interferencia, para disminuir la expresión de SRF, revelaron importantes funciones para
SRF en crecimiento dependiente de suero y en diferenciación de células musculares (123, 134)
(60). Un mutante dominante negativo de SRF bloquea la diferenciación de las células del
músculo del corazón, en embriones de pollo (69), e impide la diferenciación del músculo
cardiaco y esquelético en ratones transgénicos (140).
La mutación en homocigosis de SRF en ratones (SRF-/-) es letal embrionaria (5). Los embriones
se desarrollan hasta el estadio E6.5, pero a partir de ahí la capa mesodérmica no se desarrolla
correctamente dando como resultado la muerte de los embriones entre el estadio E8,5 y E12,5,
dado que no progresan más allá de la gastrulación. Las células de los embriones proliferan hasta
el día E6.5 y continúan creciendo, incluso en ausencia de SRF, sugiriendo que SRF no es
imprescindible para que se produzca la proliferación. SRF regula genes implicados en
migración y adhesión (117). Las células madre (ES) o troncales que carecen de SRF presentan
defectos en adhesión, migración y en la capacidad de extenderse (del inglés “spreading”), todas
ellas funciones relacionadas con el funcionamiento del citoesqueleto de actina. Además,
presentan disminución en la expresión de genes que son componentes de las fibras de stress
INTRODUCCIÓN
39
como Talina, Vinculina y diferentes isoformas de Actina; muchos de ellos genes regulados
directamente por SRF (117). La temprana letalidad de los ratones KO (del inglés “Knock out”)
para SRF impide el análisis de las funciones de SRF en el desarrollo del músculo. Se llevaron a
cabo, por tanto, experimentos con K.O condicionales en los diferentes linajes musculares. La
eliminación condicional de srf en el tejido cardiaco causa la muerte a mitad de la gestación,
acompañado todo ello de  una formación anómala del sarcómero y una regulación incorrecta de
genes musculares (96, 101, 106). En el caso del músculo liso, la eliminación de srf, lleva a la
disminución en la formación de células del músculo liso (del inglés SMC “smooth muscle
cells”) en la aorta dorsal y las que son detectadas presentan defectos en el citoesqueleto (96). La
eliminación de srf en el músculo esquelético conlleva la mortalidad en el periodo perinatal
provocado por una hipoplasia del músculo esquelético (70). Como puede extraerse de esta
información SRF desempeña un papel clave en la formación del citoesqueleto de actina y en la
diferenciación de los linajes musculares, esquelético, liso y cardiaco (95).
En Saccharomyces cerevisiae existen dos proteínas homólogas a SRF, Mcm1 y Arg80. Arg 80
se necesita para reprimir los genes del anabolismo de la Arginina y activar sin embargo, los
genes del catabolismo de la Arginina. (91) Mcm1 también está implicado en el metabolismo de
la Arginina pero presenta papeles pleiotrópicos en la célula tales como, el control de la
transcripción dependiente de ciclo celular, en la transición entre M/G1 y G2/M (2, 84), el
control del apareamiento (“mating”) (87), el mantenimiento del minicromosoma y otros muchos
más.
En Drosophila melanogaster, DSRF está implicado en el desarrollo del sistema traqueal que
consiste en una estructura ramificada que funciona como sistema respiratorio ya que participa
en el intercambio de gases (53). Además, participa en el desarrollo de las alas (99).
SRF en cáncer
Varios estudios muestran una cierta correlación entre el cáncer humano y niveles altos de SRF o
de SRF unido a secuencias CArG (24, 105). Si dicho incremento de SRF causa o no el cáncer
está por comprobar. Recientemente se ha visto que el microRNA miR-122 se encuentra en
menor cantidad en carcinomas hepatocelulares humanos que muestran elevados niveles de SRF
(6). Si este miR-122 se vuelve a expresar en células cancerígenas, la tumorogénesis se reduce.
miR-122 se une a la región 3’ no traducida (3’UTR) de SRF. Cuando se introducía una
construcción en la cual SRF carecía de esa región 3’ UTR en células que expresaban miR-122 la
capacidad inhibitoria de ese micro-ARN se veía reducida, lo cual podría indicar una posible
relación entre SRF y el fenotipo cancerígeno (6). En estudios con ARN de interferencia contra
SRF y su cofactor MRTF-A (“Myocardin Related Transcription Factor A”) se ha observado
que se reduce el potencial metastásico de las células mediante el bloqueo de genes implicados
en la diseminación, la adhesión y motilidad celular (88). Estos resultados abren una posible vía
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de tratamiento para el cáncer usando SRF como diana. De hecho, se ha observado que los
elementos CArG son sensibles a la radiación ionizante (29).
SRF y envejecimiento
El papel de SRF en el envejecimiento tiene un carácter pleiotrópico. En el corazón de ratas
adultas la cantidad de SRF aumenta tanto en núcleo como en citoplasma con respecto a ratas
jóvenes. Los animales jóvenes durante infartos de miocardio reaccionan aumentando la cantidad
de SRF, mecanismo que no ocurre igual en adultos. La diferencia en la respuesta puede ser
debida a la disminución en los genes tempranos asociada a la edad (77) y por tanto a una menor
capacidad de adaptación al “stress”. Además se ha observado que en fibroblastos en fase de
senescencia la capacidad de unión de SRF al ADN es menor que la de células jóvenes (93). Esto
podría correlacionar con la presencia de un SRF hiperfosforilado en células senescentes (18).
• Vías de activación de SRF
SRF presenta varias vías de activación o de regulación, la más común, es la interacción con
otros factores de transcripción pero también puede existir fosforilación o regulación de la
localización subcelular. Como se menciona anteriormente, SRF regula dos procesos muy
importantes y que a priori parecen mutuamente excluyentes, la proliferación y la diferenciación
celular. La regulación se lleva a cabo gracias a la interacción de SRF con múltiples cofactores
que le dotan de especificidad temporal y espacial.
La cristalización de complejos ternarios cofactor-SRF-ADN ha permitido establecer que la
unión de SRF y los cofactores produce una curvatura en el ADN, que aumenta
considerablemente la unión SRF-ADN. La actividad de SRF también está modulada por unas
regiones que flanquean la secuencia de unión CArG. Estas regiones afectan al reconocimiento
de la secuencia de ADN, por parte de los complejos SRF-cofactor, y de otros factores accesorios
(98).
Las señales extracelulares regulan la actividad transcripcional de SRF a través de dos vías
paralelas de señalización. En la primera de ellas, implicada en proliferación (Fig 6A), la
activación de las MAP quinasas (“mitogen-activated protein kinase”) o proteina-quinasas
dependientes de mitógeno produce la fosforilación de los TCF o factores del complejo ternario
(“Ternary complex factor”. Por ej: Elk1, SAP1, etc). Los TCFs pertenecen a la familia de
proteínas con dominio Ets. Los TCFs, a través de estos dominios Ets, se unen a unas secuencias
de nucleótidos específicas que flanquean las cajas CArG de genes implicados en crecimiento
(por ej: c-fos). Los TCFs, a su vez, se unen a SRF mediante una región llamada caja B y así
potencian la actividad de SRF.
La regulación de la diferenciación está mediada por la interacción con cofactores como GATA-
4, TEF-1, Nkx2.5 o Miocardina (Fig 6B). Miocardina y los factores relacionados con
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miocardina (MRTF o “Myocardin Related Transcription Factors”) pueden incrementar en hasta
1000 veces la capacidad activadora de la transcripción de SRF. Mientras la Miocardina se
expresa mayoritariamente en corazón y en células vasculares del músculo liso, los MRTF se
expresan en una gran cantidad de tejidos embrionarios y adultos.
Determinados agentes externos activan a las proteínas de la familia Rho de GTPasas (Rho, Rac
y Cdc42) que a su vez activan SRF de manera independiente de MAP quinasas y TCF’s. Los
cofactores de SRF, MRTF-A y -B (MAL o MKL), permanecen secuestrados en el citoplasma
mediante su unión a actina G (monómerica). Cuando se activan las GTPasas se induce la
polimerización de actina (Actina F), la consecuente liberación de MRTF-A/B y su posterior
translocación al núcleo donde se une a SRF y activa la transcripción de genes mayoritariamente







Efectores de las GTPasas
Actina y
Genes reguladores del citoesqueleto de actina
MRTF Miocardina
C) B)A)
Fig 6. Vías de activación de SRF. A) Los factores TCF (“Ternary complex factor”) son fosforilados a
través de la activación de la vía de las MAP quinasas (ERF, JNK y p38). La fosforilación de los TCF
activa la expresión de los genes específicos de proliferación celular a través de SRF, a la vez que
impide la unión de factores como la Miocardina o MRTF a SRF (en algunos promotores de genes
musculares), B) inhibiendo la expresión de genes implicados en la diferenciación muscular. C) Los
factores MRTF (“Miocardin related transcription factors”) también denominados MAL, se
encuentran secuestrados en el citoplasma unidos a Actina monomérica (G-actin ). La activación de la
vía de señalización de las Rho GTPasas (Rac, cdc42 y RhoA) activa la polimerización de actina (F-
actin), liberando así los MRTFs que se translocarán al núcleo para unirse a SRF y activar la expresión
de genes dependientes de SRF como Actina, vinculina y otros genes del citoesqueleto. De esta manera
se genera un bucle de regulación tanto por parte de SRF de genes del citoesqueleto de actina como de
ellos sobre la regulación de SRF.
Adaptada de Posern, G. Trend in Cell Biology 2006
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Tanto la Miocardina como los MRTFs tienen una región con una estructura secundaria similar a
la caja B de los TCFs y que como tal, compite con ella por su unión a SRF (Fig 6B). Por
ejemplo, cuando se estimulan las células del músculo liso con PDGF, Elk1 se fosforila a través
de la vía MAPquinasas, facilitándose su asociación con SRF y desplazando a la Miocardina
(133), lo que conlleva a una disminución global de la expresión de genes específicos de
músculo liso. De acuerdo con esto, bajos niveles de Elk-1 activada, en células de músculo liso,
resulta en un incremento de la expresión de genes específicos de músculo (141) (107).
Otro mecanismo de regulación de la actividad de SRF es mediante fosforilación por diferentes
quinasas (59) (72). Algunos estudios han demostrado que la unión de SRF al ADN aumenta
cuando es fosforilado por la proteína quinasa II (81), sin afectar a la capacidad de dimerización
pero si a la conformación de la región de unión al ADN. La mutación de dicho residuo de
fosforilación no afecta a la interacción con el sitio CArG pero disminuye la actividad de unión a
ADN (82). Otro mecanismo importante para la regulación de la expresión génica es el control
de la migración citoplasma-núcleo de los factores de transcripción. La localización de SRF no
es estática sino dinámica y modulada por estímulos externos. Por ejemplo, durante la
diferenciación de células NIH3T3 en adipocitos (31), SRF es excluido del núcleo. Incluso la
regulación de la expresión génica en células de músculo liso se ha visto que está parcialmente
controlada por la localización subcelular de SRF (19). Sin embargo, el mecanismo molecular
que controla la localización de SRF no se conoce aún. Se ha descrito que la translocación de
SRF al núcleo requiere actividad PKA (47) y que la no translocación posiblemente se deba a
mecanismos de modificación post-traduccional o incluso de interacción con otras proteínas que
de alguna manera enmascaran la señal de localización nuclear (NLS).
Factor inductor de miocitos 2 MEF-2 (Myocyte Enhancer Factor 2)
• Estructura
Como hemos comentado anteriormente, MEF2 pertenece a la familia de factores de
transcripción que poseen caja MADS (119). Saccharomyces cerevisisae, Drosophila
melanogaster y Caenorhabditis elegans tienen un único gen Mef2 , mientras que en vertebrados
hay cuatro, Mef2a, b, c y d. En la región N-terminal de los factores MEF2 se encuentra la caja
MADS y en su proximidad el dominio MEF2, ambos juntos están implicados en dimerización,
unión al ADN y la interacción con cofactores (10, 86). En la región C-terminal reside la
capacidad activadora de la transcripción y es la región donde más divergen los miembros de la
familia siendo además objeto de procesamiento alternativo (83) (Fig 5).
Las proteínas MEF2 se unen a una secuencia consenso en el ADN CTA(A/T)4TAG como
homodímeros o heterodímeros (110). Aunque MEF2 es un activador transcripcional depende
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también del reclutamiento y la cooperación de otros factores de transcripción para dirigir la
expresión de sus genes diana. Además sufre modificaciones post-transcripcionales y post-
traduccionales importantes para su función (111).
• Funciones de MEF2
Rlm1, el homólogo de MEF2 en levaduras, se une a la misma secuencia que el factor MEF2 de
vertebrados y funciona como un efector de la vía de las MAP quinasas (32), regulando una gran
cantidad de genes implicados en la biosíntesis de la pared celular. En Drosophila melanogaster
el único gen de mef2 se expresa en mesodermo y posteriormente en diversos linajes musculares,
donde está implicado en diferenciación de mioblastos (71). Por otro lado, los cuatro genes de
vertebrados presentan patrones de expresión espacial y temporal distintos, pero solapantes, en
tejidos embrionarios y adultos, siendo especialmente mayoritarios en músculo estriado y
cerebro (34). Además, en vertebrados, MEF2 es también expresado en linfocitos, cresta neural,
músculo liso, endotelio y hueso, incluso en algunos estudios lo presentan como ubicuo (111).
Los programas de diferenciación celular desencadenados por MEF2 se encuentran en un
equilibrio entre las funciones activadoras de la transcripción de él mismo y las funciones
represoras que tienen las Histonas deacetilasas de clase IIa (HDACs) (4, 22, 76). En tejidos
adultos, las proteínas MEF2 representan un punto clave en la respuesta a stress, programas de
remodelación, supervivencia celular, apoptosis y proliferación. En cada una de estas funciones,
los genes diana dependen de modificaciones post-transcripcionales específicas de MEF2 y de
interacciones con cofactores (111).
• Vías de activación de MEF2
MEF2 está en la confluencia de muchas vías de señalización. Existen dos vías principales de
regulación de la activación de MEF2. Las vías de las MAP quinasas convergen en los factores
MEF2 en organismos que van desde la levadura al humano (55, 61). La fosforilación del
dominio de activación transcripcional de MEF2 por MAP quinasas aumenta su actividad
transcripcional, ERK5 (MAPK7) sirve como co-activador de MEF2 por asociación directa (138)
(Fig 7B).
Las vías de señalización de calcio también modulan la actividad de MEF2 a través de muchos
mecanismos. La actividad de MEF2 está muy controlada por Histonas deacetilasas de clase IIa
(HDAC), que en asociación con el dominio MADS, promueve la formación de complejos
multiproteicos represores (la cromatina se encuentra condensada) en los genes dependientes de
MEF2, como miogenina, metaloproteinasas y mioglobina (86) (Fig 7A). A su vez, diversas
calcio-calmodulinas quinasas (CaMKs) y proteína quinasas reguladas por calcio (PKD)
fosforilan las histonas deacetilasas de clase II (HDAC). Cuando estas HDAC son fosforiladas se
liberan de su unión con MEF2, y se asocian con las proteínas chaperona 14-3-3 que mediante su
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unión provocan un cambio conformacional que hace que la señal de localización nuclear (NLS)
sea enmascarada y las HDAC exportadas al citoplasma. En ese momento las proteínas Histona
acetiltransferasas (HAT) son accesibles a MEF2 y pueden promover la activación de la
transcripción de los genes dependientes de MEF2 (la cromatina se encuentra abierta) (85, 86,
111).
Factores de transcripción de la familia MADS-box en Dictyostelium discoideum
Gracias a la secuenciación total del genoma de D. discoideum y a estudios previos realizados en
nuestro laboratorio, se han encontrado cuatro genes que codifican proteínas con una región
similar a la caja MADS (Fig 8B). Dos de ellos, srfA y srfB, codifican proteínas similares a SRF,
mientras que los otros dos, srfC y srfD, son más similares a MEF2 (Fig 8A).
Fig 7. Vías de activación de MEF2 A) Las vías de señalización mediadas por calcio activan la
transcripción de genes dependientes de MEF2 a través de la Calcio-Calmodulina quinasas (CaMK).
La CaMK fosforila las Histonas deacetilasas de tipo II (HDAC) que mantienen bloqueada la
transcripción (cromatina condensada), desplazándolas de su unión a MEF2. Las HDAC fosforiladas
son sustrato de la proteína chaperona 14-3-3; que al unirse, enmascara la señal de localización nuclear
y la HDAC se transloca al citoplasma. A continuación, se puede unir la Histona acetiltransferasa
(HAT) que acetila y hace posible la transcripción de los genes dependientes de MEF2. B) Las
quinasas dependientes de mitógeno o MAP quinasas fosforilan directamente MEF2 y activan la
transcripción de los genes dependientes de MEF2. C) Funciones en las que está implicado el factor de
transcripción MEF2 en vertebrados.

























B) Señalización mediada por la vía de las MAP quinasas
- Diferenciación del músculo esquelético.
- Diferenciación del músculo cardiaco.
- Diferenciación de la cresta neural.
- Diferenciación del hueso.
- Diferenciación e integridad del 
   tejido endotelial.
- Diferenciación neuronal y supervivencia.





El gen srfA  fue identificado en nuestro laboratorio (36); para ello se usaron unos
oligonucleótidos modificados de la región MADS de D. melanogaster para amplificar y
posteriormente secuenciar un fragmento de 162 pb del ADN de D. discoideum. Posteriormente
se observó que codificaba una proteína con una gran similitud con el Factor de Respuesta a
Suero (SRF) humano en su zona MADS pero también en las regiones próximas.
srfA se expresa durante la segunda mitad del desarrollo de D. discoideum. Empieza a partir de
las 8 horas cuando las células ya han formado el “loose mound” y comienza a existir una cierta
divergencia entre los distintos tipos celulares. La expresión se mantiene constante hasta que se
produce un pico máximo a las 20 horas que corresponde con el comienzo de la culminación (Fig
9A). También se determinó su expresión a nivel celular y se observó que se expresaba tanto en
células pre-tallo como en las células pre-espora y espora hacia el final de la culminación, siendo
en estas mayoritaria (Fig 9B). Esto ocurre gracias a la existencia de varias regiones promotoras
que regulan su expresión (38).
Para el estudio pormenorizado de sus funciones se construyeron cepas con el gen srfA
interrumpido y se observó que tenían afectada la diferenciación terminal de las esporas y la
migración del slug (Fig 9C). No se forma correctamente la cubierta extracelular de las esporas
que las aísla del medio ni tampoco unas fibras de actina que se sitúan en el interior de la célula,
lo cual las hace inviables para la supervivencia en condiciones extremas (39). También
presentan defectos en la migración de los “slugs” o estructuras migratorias, y en la formación
del tallo (38).
Fig 8. A) Árbol filogenético de los factores de transcripción de la familia MADS box. B )
Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las proteínas de D. discoideum homólogas a SRF














































El contenido de esta tesis se centró en el estudio y caracterización de otros dos de los genes
homólogos de la familia MADS, srfB y srfC; y el estudio pormenorizado de la región promotora
de la encima Adenilato ciclasa (ACA) y su posible regulación por srfB.
Fig 9. Caracterización de srfA A) Expresión del mRNA de srfA a lo largo del desarrollo. srfA se
expresa entre las 8 y las 20 horas del desarrollo de D. discoideum. B) Análisis de la expresión de LacZ
bajo el control del promotor entero de sr fA. Existe expresión en células pre-tallo tanto en
“finger”(panel1) como en culminates tempranos (panel2). La tinción se empieza a ver en el soro en
culminantes intermedios (panel3) y en esporas (panel4). C) La cepa mutante srfA- presenta defectos
en la formación de las esporas y en su viabilidad (panel izquierdo), además de presentar defectos en la
formación y culminación de los “slugs” (panel derecho).












1. Caracterización funcional del gen srfB de Dictyostelium discoideum, homólogo del gen
srf humano.
2. Descripción detallada de la región promotora del gen de la Adenilato ciclasa  (acaA), su
expresión a lo largo del desarrollo y su control por SrfB.
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MATERIALES, MÉTODOS Y RESULTADOS
Capítulo 1: SrfB, a member of the Serum Response Factor family of transcription factors,
regulates starvation response and early development in Dictyostelium.
El factor de respuesta a suero (SRF) es un regulador clave durante la proliferación y la
diferenciación. Tras la secuenciación del genoma de D. discoideum se encontraron 2 genes que
codificaban posibles homólogos a SRF. En estudios previos del laboratorio se caracterizó srfA.
En este trabajo se llevó a cabo la caracterización preliminar del segundo gen homólogo a SRF,
srfB. El gen srfB de Dictyostelium discoideum codifica una proteína homóloga a SRF que se
expresa en células vegetativas y durante el desarrollo bajo el control de tres promotores
alternativos, que muestran patrones de expresión específicos de tipo celular. Los dos promotores
más distales dirigen la transcripción génica en la región pretallo PstAB, en el tallo y las regiones
por encima y por debajo de la caperuza de esporas (“upper/lower-cup”). El promotor más distal
es activo durante las primeras horas del desarrollo. Para determinar las funciones de este gen, se
construyó una cepa en la cual el gen srfB fue interrumpido (srfB-). El estudio de la cepa mutante
ha revelado que este gen es necesario para la regulación de funciones dependientes del
citoesqueleto de actina, como la citocinesis y la macropinocitosis, que no son llevabas a cabo
correctamente. Además, la cepa mutante presenta deficiencias en el desarrollo en suspensión,
fenotipo que se puede rescatar por adición de pulsos AMPc, lo cual sugeriría un defecto en la
señalización por AMPc. La quimiotaxis hacia AMPc de las células srfB- es incorrecta y además,
presenta defectos en la inhibición de la formación de pseudópodos laterales. No obstante, las
células srfB- agregan en placas de agar y filtros de nitrocelulosa 2 horas antes que las células
silvestres y aunque completan correctamente el desarrollo, muestran una mayor tendencia a
formar estructuras migratorias que la cepa silvestre. El análisis comparativo de los perfiles de
expresión de la cepa silvestre y la cepa mutante mostraron unas diferencias importantes en la
regulación de la expresión en condiciones de escasez de alimento (ayuno). De hecho, genes que
codifican proteínas ribosomales y lisosomales, genes regulados a lo largo del desarrollo y
algunos genes que codifican proteínas implicadas en la regulación del citoesqueleto se
encuentran desreguladas en la cepa srfB- durante los primeros estadios del desarrollo de D.
discoideum. Los datos globales obtenidos en este estudio de caracterización, nos hacen pensar
en SrfB como una proteína que ejerce papeles importantes en la regulación del paso de
proliferación a diferenciación y en el inicio de la culminación.
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Capítulo 2: The Dictyostelium discoideum acaA gene is transcribed from alternative promoters
during aggregation and multicellular development.
El AMPc extracelular es una molécula de señalización clave en la regulación de
procesos tan importantes como la agregación, la diferenciación celular y la morfogénesis
durante el desarrollo pluricelular de la ameba social Dictyostelium discoideum. Esta molécula se
produce por tres encimas Adenilato ciclasas diferentes, codificadas cada una por los genes
acaA, acrA y acgA, que se expresan durante diferentes estadios de desarrollo y en diferentes
estructuras. Se ha descrito que acaA se expresa mayoritariamente en células en agregación. La
proteína AcaA se encargaría de sintetizar el AMPc que es necesario para la señalización célula-
célula durante este proceso de agregación celular y la formación de los “streams”. En este
trabajo se describe la caracterización de la región promotora del gen acaA, mostrando que su
transcripción es llevada a cabo por tres promotores alternativos. El promotor distal, Promotor 1,
se activa durante la agregación. El Promotor 2 es activo en células situadas en la parte posterior
de las estructuras, con una distribución similar a la de las células pre-espora y, en estadios más
avanzados del desarrollo, en el esporangio. El Promotor 3 es activo en células situadas en la
región del “tip” de las estructuras en fases migratorias de desarrollo (“slug”). Posteriormente es
activo en las células que forman el tallo de las estructuras que están culminando. El fragmento
que contiene los tres promotores dirige la expresión en las mismas regiones. Estos resultados
obtenidos usando vectores que expresan lacZ se corroboraron por hibridación in situ utilizando
sondas específicas de cada uno de los tres ARNm de codifican AcaA. El análisis de la expresión
de los ARNm por RT-PCR cuantitativa, con oligonucleótidos específicos para cada uno de los
tres transcritos, también demostró que tienen diferentes patrones de expresión.
La existencia de un promotor específico de agregación puede ser asociada con el uso del
AMPc como molécula quimioatrayente y esto sólo ocurre en algunas especies de Dictiostélidos.
AcaA sería el tercer gen implicado en la señalización por AMPc que poseyera una región distal
promotora que dirige específicamente la expresión del gen en agregación. La expresión durante
los estadios más avanzados del desarrollo indica que la Adenilato ciclasa A podría jugar un
papel, más importante del que se había considerado hasta ahora, durante el desarrollo posterior a
la agregación.
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Capítulo 3: The transcription factor SrfB regulates Adenylil cyclase A (acaA) expression
during Dictyostelium discoideum development.
El factor de transcripción SrfB de Dictyostelium discoideum es una proteína homóloga
al factor SRF (“Serum Response Factor”) de animales. En D. discoideum participa en varias
etapas del proceso de desarrollo que desemboca en la formación del cuerpo fructífero. En este
artículo hemos intentado vislumbrar el posible papel que srfB desempeña en la regulación del
inicio de la culminación. Los resultados obtenidos indican que srfB podría localizarse antes de
la cascada de señalización que inicia la culminación. Dicha cascada comienza con la formación
de altas concentraciones extracelulares de AMPc, por parte de las encimas Adenilato ciclasas
que activan, a su vez, la translocación al núcleo del factor de transcripción StatA y la activación
de la expresión del factor CudA y de sus genes diana. De las tres Adenilato ciclasas existentes
estudiamos AcaA, encima que se encuentra implicada en la fase de agregación y que se expresa
al principio de la culminación. Los estudios realizados en cuanto a la expresión del gen de la
Adenilato ciclasa A (acaA) en la cepa mutante para srfB indican que srfB podría participar en la
regulación de la expresión de dicho gen. La expresión de acaA en la región organizadora del
“tip”, dirigida por el Promotor 3, presenta una menor intensidad y además la región está menos
definida, las células se encuentran más dispersas en el mutante de srfB. La expresión de acaA en
la región pre-espora, bajo la dirección del Promotor 2, es significativamente menor en los
mutantes para srfB. Estos datos indican que algunos de los defectos que presenta el mutante
para srfB durante el desarrollo, como es el retraso en la culminación, podrían ser debidos a una
expresión defectuosa de la Adenilato ciclasa (acaA) que, como consecuencia, produce cambios
en la señalización intercelular mediada por AMPc. Cuando se llevaron a cabo experimentos de
mezclas entre células “wild type” y mutantes de srfB se obtuvieron datos indicativos de que la
expresión de acaA en la región pre-espora puede estar regulada a través de mecanismos de
interconexión celular dependientes de srfB.
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Capítulo 4: Mef2A, homologous to animal Mef2 transcription factors, regulates cell
differentiation in Dictyostelium discoideum.
El factor inductor de miocitos 2 o “Myocyte enhancer factor 2” de mamíferos (Mef2) se
encarga de la diferenciación celular en muchos y variados tejidos. En Dictyostelium discoideum
se encontraron dos posibles homólogos a Mef2, srfC y srfD. En este artículo hemos estudiado la
estructura del gen srfC, denominado mef2A en adelante. Hemos determinado que este gen se
expresa a niveles bajos en células en crecimiento y se induce a partir de las 4 horas de desarrollo
desde dos promotores diferentes aunque los dos ARNm generados codifican la misma proteína.
El promotor más distal con respecto a la región codificante del gen se expresa específicamente
en las células pre-espora, mientras que el más proximal se expresa en un pequeño grupo de
células que forman parte del pie de la estructura. Hemos generado cepas mutantes para mef2A
en la que una parte del gen ha sido sustituida por un gen de resistencia a blasticidina. Las cepas
mutantes crecen más despacio que las células silvestres cuando se alimentan de bacterias.
También muestran alteraciones del proceso de desarrollo; las células mutantes forman
estructuras más pequeñas, aunque su morfología es similar a la de las estructuras silvestres.
Además, las cepas mutantes para mef2A forman estructuras migratorias muy pequeñas y menos
esporas viables que las cepas silvestres, aproximadamente la mitad. La expresión de marcadores
específicos de los dos tipos principales de células que se forman durante el desarrollo indicó que
las cepas mutantes forman más células de tallo y menos esporas que las cepas silvestres. En
concordancia con estas observaciones, cuando se mezclan células mutantes para mef2A con
células silvestres, casi todas las esporas formadas provienen de las células silvestres. Estos
experimentos de mezclas también demostraron que las células mutantes no contribuyen a la
formación de estructuras pre-tallo tales como el organizador del “tip” y la región anterior del
“tip”. Las células mutantes no son capaces de diferenciarse a esporas in vitro. Estudios de
expresión génica por secuenciación masiva de ARNm’s aislados de estructuras de 16 horas de
desarrollo indican que las estructuras mutantes expresan mayores niveles de genes específicos
de células pre-tallo y menores niveles de genes de pre-espora que la cepa silvestre. Todos estos
resultados refuerzan la conclusión de que mef2A participa en el proceso de determinación y
diferenciación de las células pre-espora y de una población de células pre-tallo. Resulta
interesante observar que el factor Mef2A desempeñe un papel en procesos de diferenciación
celular,  al  igual que ocurre con los factores Mef2 en animales.
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os factores de transcripción de la familia MADS-box son proteínas implicadas en
importantes procesos biológicos. Estas proteínas contienen un dominio altamente
conservado de unión a ADN y dimerización llamado caja MADS. Se han identificado
dos tipos distintos de proteínas que contienen caja MADS, los similares a SRF (tipo I) y los
similares a MEF2 (tipo II). Ambos grupos se pueden encontrar en animales, plantas y hongos.
Los miembros de la familia MADS generalmente reconocen una secuencia rica en Adeninas y
Timinas localizada en las regiones reguladoras de los genes cuya expresión está controlada por
esta familia de factores. Las proteínas de la familia MADS-box son factores de transcripción
con capacidad para interaccionar con una variedad muy amplia de cofactores y por tanto, son
capaces de regular la expresión de múltiples genes y procesos (92).
SRF, en mamíferos, desempeña funciones tan importantes como por ejemplo el control
de la diferenciación y de la proliferación del tejido muscular. Además, mediante estudios en
células madre (células ES) se ha implicado a SRF en procesos de migración, adhesión y
extensión o “spreading” de las células, todas ellas funciones relacionadas con el citoesqueleto
de actina. Muchos genes regulados directamente por SRF son genes con funciones en el
citoesqueleto. Por otro lado, varios estudios muestran una cierta correlación entre el cáncer
humano y niveles altos de SRF o de SRF unido a secuencias CArG (18).
En otros organismos como Saccharomyces cerevisiae existen dos proteínas homólogas a
SRF, Mcm1 y Arg80. Mcm1 está implicado en el metabolismo de la Arginina, al igual que Arg
80, pero presenta además, otros papeles pleiotrópicos en la célula tales como el control de la
transcripción dependiente de ciclo celular en las transiciones M/G1 y G2/M, el control del
apareamiento (mating), etc. En Drosophila melanogaster, DSRF está implicado en el desarrollo
del sistema traqueal, que participa en el intercambio de gases, y en el desarrollo de las alas.
Como hemos comentado anteriormente, MEF2 pertenece a la familia de factores de
transcripción que poseen caja MADS. Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster y
Caenorhabditis elegans tienen un único gen homólogo a Mef2, mientras que en vertebrados hay
cuatro, Mef2a, b, c y d. Rlm1, el homólogo de MEF2 en levadura funciona como un efector de
la vía de las MAP quinasas, regulando una gran cantidad de genes implicados en la biosíntesis
de la pared celular. En D. melanogaster, mef2 se expresa en mesodermo y posteriormente en
diversos linajes musculares, donde está implicado en diferenciación de mioblastos. Por otro
lado, los cuatro genes de vertebrados presentan patrones de expresión espacial y temporal




en músculo estriado y cerebro. Además, en vertebrados, Mef2 es también expresado en
linfocitos, cresta neural, músculo liso, endotelio y hueso, incluso en algunos estudios lo
presentan como ubicuo. En tejidos adultos, las proteínas Mef2 representan un punto clave en la
respuesta a stress, programas de remodelación, supervivencia celular, apoptosis y proliferación.
En cada una de estas funciones, los genes diana dependen de modificaciones post-
transcripcionales específicas de Mef2 y de interacciones con cofactores (111).
La posibilidad de una conservación evolutiva en las funciones de los factores de
transcripción de la familia MADS-box, nos llevó a la búsqueda de posibles proteínas homólogas
en el sistema modelo de Dictyostelium discoideum. Este es un sistema sencillo reconocido como
modelo experimental debido a la multitud de ventajas que tiene para su uso en el laboratorio.
Entre dichas ventajas se encuentra su parecido a las células animales en muchos aspectos
estructurales y funcionales, y la posible adaptación y aplicación de técnicas moleculares de
manera más sencilla, como se explicó en la Introducción.
La secuenciación del genoma completo de Dictyostelium discoideum (35) permitió la
identificación de cuatro genes que codifican proteínas con una región similar al dominio
MADS-box, srfA, srfB, srfC y srfD. Dos de ellos, srfA y srfB (Capítulo1), codifican proteínas
similares a SRF, mientras que los otros dos, srfC y srfD, son más similares a MEF2 (Capítulo
4).
Los tres genes estudiados hasta el momento, srfA, srfB y mef2A (srfC) están implicados
de alguna manera en la diferenciación de distintos tipos celulares. Los fenotipos de las cepas
mutantes para estos genes son bastante heterogéneos y diferentes entre sí. El gen srfA, estudiado
anteriormente, está implicado en la diferenciación de las células pre-tallo de las regiones pstA y
pstO, presentando un fenotipo claro en la morfología y migración de los “slugs” además de no
producir esporas correctamente diferenciadas. SrfB , por su parte, está implicado en la
diferenciación de las células de la región pstAB (células de la región organizadora del “tip”) y
como tal presenta un fenotipo claro de retraso en la culminación. Por otro lado, mef2A regula la
diferenciación de las células pre-espora, ya desde fases tempranas del desarrollo. El fenotipo
que presenta es de alteración en la proporción de los tipos celulares y de reducción en la
producción de esporas. Estudiando la estructura de estos tres genes (srfA, srfB y mef2A) también
encontramos algo en común. Su expresión está controlada por diferentes regiones reguladoras
que hacen que se puedan expresar en estadios del desarrollo distintos y en tipos celulares
específicos. Esta característica es común a otros genes de D. discoideum relacionados con la
regulación del desarrollo. Entre ellos está pdsA, que codifica una Fosfodiesterasa extracelular
(40), carA (75) que codifica un receptor de AMPc y acaA (Capítulo 2) (45) que codifica a la
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Adenilato ciclasa implicada en este proceso. Es posible que la existencia de promotores
alternativos en todos estos genes sea una adaptación evolutiva para regular la participación de
una proteína en diferentes condiciones de crecimiento o en diferentes procesos.
Al menos en dos de los casos, srfB y mef2A, alguno de los promotores alternativos
dirige la expresión durante la fase vegetativa por lo que las cepas mutantes presentan fenotipos,
también, durante el crecimiento. En el caso de la cepa mutante para srfB (srfB-), las células en
crecimiento, presentan deficiencias en macropinocitosis, citocinesis, migración y claramente, en
la transición de la fase crecimiento a la de desarrollo pluricelular. Varios de estos fenotipos
tienen cierta relación con posibles defectos en el funcionamiento del citoesqueleto de actina.
Como mencionamos anteriormente, SRF regula, tanto directa como indirectamente, la expresión
de muchos componentes del citoesqueleto de actina de animales, incluyendo la actina y
diferentes isoformas de la miosina (95). En el estudio de expresión génica  (“arrays”) de la
cepa mutante para srfB no se encontraron cambios en la expresión ni de la actina ni de la
mayoría de isoformas de la miosina. Sin embargo, myoI (proteína relacionada con el
citoesqueleto), dos de las cadenas de la miosina, ELC y RLC y dos proteínas reguladoras
(Ponticulina y Cofilina) si presentaban cambios. Hemos de mencionar que la regulación de la
expresión de las actinas y las miosinas en D. discoideum es muy compleja ya que hay más de 30
genes que codifican actinas (35), 13 que codifican la cadena pesada y de 4 a 6 para la cadena
ligera de la miosina (66). El proceso de proliferación en las cepas mutantes de srfA (srfA-),
parece correcto; sin embargo, no hemos sido capaces de obtener cepas mutantes para srfA y
srfB. Como hemos mencionado anteriormente, las mutaciones individuales de ambos genes no
producen defectos graves en proliferación, lo que nos podría llevar a pensar en la existencia de
cierta redundancia funcional, de forma que srfA complementa la función de srfB durante la
proliferación celular y viceversa. En el caso de la cepa mutante para mef2A (mef2A-) se ha
observado menor crecimiento en bacterias, aunque este hecho no parece deberse a un defecto en
la fagocitosis (datos no mostrados) no ha sido caracterizado a fondo aún. No obstante, mef2A ha
sido identificado como uno de los genes cuya expresión se ve regulada dependiendo del
substrato de crecimiento (bacterias o medio axénico) (120).
Otra característica común que hemos encontrado para srfA, srfB y mef2A es la dificultad
para encontrar sitios de unión consenso en los promotores de los genes cuya expresión está
potencialmente regulada por estos factores. En el caso de los posibles genes regulados por srfB
exceptuando el promotor de la actina 15 (act15) que presenta una posible región de unión
consenso, no hemos sido capaces de encontrar más. Es posible que no se haya conservado dicha
secuencia (CC(A/T)6GG) a lo largo de la evolución de estos organismos. En el caso de mef2A,
algunos de los genes que están menos expresados en el mutante de mef2A parecen ser
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totalmente dependientes de la expresión de este factor de transcripción. Como en el caso de
SrfA y B, la regulación de la expresión de estos genes puede llevarse a cabo mediante la unión
directa de Mef2A a sus regiones reguladoras, o mediante la regulación por parte de Mef2A de la
expresión de otros factores de transcripción que controlen la expresión de dichos genes. El sitio
de unión en el ADN al que se une Mef2A se ha conservado a lo largo de la evolución
(CTA(A/T)4ATG). Hemos buscado dicha secuencia en las regiones promotoras de algunos de
los genes dependientes de mef2A pero sólo hemos encontrado tres sitios de unión de Mef2A en
el promotor del gen tgrC5. Por lo tanto, se requeriría de un estudio más amplio de la región que
reconocen SrfA, SrfB y Mef2A y de cuál es el mecanismo por el cual regulan la transcripción de
sus genes diana.
Una vez determinado el fenotipo de los mutantes, procedimos a profundizar en los
procesos biológicos afectados y en el papel que juegan srfB y mef2A en el desarrollo de los
mismos.
Uno de los defectos más característicos de la cepa mutante para srfB es que su respuesta
a la escasez de alimento (ayuno) es más rápida que la de las células “wild-type”. La formación
de agregados, sobre filtros de nitrocelulosa o sobre agar, se produce con 2 horas de antelación
respecto a las células silvestres. De acuerdo con este resultado nos encontramos con que la
expresión de genes tempranos como el receptor de AMPc (carA) o el de la Adenilato ciclasa
(acaA) está también adelantada 2 horas aproximadamente con respecto a la de células silvestres.
En concodancia, observamos que algunos de los genes que son rápidamente reprimidos tras el
ayuno, como los que codifican proteínas ribosomales (1) (65) y lisosomales (17) están menos
expresados en el mutante. La Discoidina, lectina importante para la adhesión celular y la
correcta polarización y motilidad, está inducida prematuramente y a niveles mucho mayores en
el mutante. Esta desregulación génica se recupera cuando se vuelve a expresar srfB en la cepa
mutante. Como se sabía anteriormente, la entrada en fase de ayuno provoca en las células un
cambio en el patrón de expresión génico (58) (73). Los datos obtenidos para el mutante,
plantean la posibilidad de que srfB esté implicado en los cambios que se producen cuando las
células pasan de su fase de crecimiento a su fase de desarrollo pluricelular.
En aparente contraposición con estas observaciones, las células srfB- muestran cierto
retraso en el desarrollo cuando son incubadas en agitación. La quimiotaxis hacía AMPc,
principal proceso que dirige la agregación, y la adquisición de adhesión celular resistente al
tratamiento con EDTA, presentan ciertas deficiencias en las células mutantes. Sin embargo, en
filtros de nitrocelulosa o agar, los agregados se forman antes que en el silvestre. Esta
contradicción se podría explicar considerando que la agregación temprana, en esas condiciones,
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se produce por colisiones fortuitas entre células y no por adhesiones resistente a EDTA.
Apoyando esta hipótesis observamos que las adhesiones que son sensibles a EDTA son mayores
en la cepa mutante, y que por ello, podría formar mayor número de grupos de células o
pequeños agregados en ausencia de quimiotaxis. Además, la formación de “streams”, que es
típico de células sometidas a quimiotaxis, no aparece cuando las células mutantes están
desarrollándose en agar, pero la formación de esos pequeños agregados (no quimiotácticos)
podría favorecer la consecución del desarrollo. Los estudios de quimiotaxis hacia AMPc
realizados en colaboración con el Dr. Salvatore Bozzaro (Università di Torino, Italia) mostraron
que la cepa mutante presentaba defectos en la migración hacia el quimioatrayente. A pesar de
tener una mayor motilidad, las células srfB- tienen una capacidad de orientación reducida, no se
polarizan y no migran, o lo hacen poco, hacia la fuente de AMPc. En su lugar, las células se
mueven alrededor de su eje permaneciendo ancladas al sustrato principalmente por su parte
posterior. Cuando a la cepa mutante se le suministran pulsos de AMPc se recupera el defecto en
las adhesiones resistentes a EDTA, con lo que concluimos que la cepa mutante para srfB es
capaz de responder a AMPc pero no es capaz de generar la señal de AMPc necesaria, a su vez,
para expresar la glicoproteína csA y otros genes implicados en la agregación (48, 58) (89). Hay
que tener en mente, sin embargo, que cuando suministramos AMPc sólo algunos de los defectos
de la cepa mutante se recuperan, aumentando ligeramente la quimiotaxis.
La hipótesis de la existencia de un defecto en la señalización por AMPc nos llevó al
estudio de la vía de señalización que inicia el proceso de culminación y que es desencadenada
por el aumento del AMPc extracelular. El aumento del AMPc extracelular desencadena, en las
células del “tip”, una vía de señalización que activa secuencialmente los factores de
transcripción StatA y CudA, que a su vez activa la transcripción de otros muchos efectores
(135). Los resultados obtenidos indican que srfB realiza una función anterior a la activación de
dicha cascada de señalización. Esta hipótesis está basada en que CudA no se está expresando en
la región del “tip” en estructuras mutantes para srfB y además, srfB se expresa correctamente en
la región del “tip” de estructuras mutantes para los genes statA y cudA. Sin embargo, el gen
ecmB, que también es un gen marcador de la región del “tip”, se expresa correctamente en la
cepa mutante srfB-. Esto nos indica que las células de la región organizadora del “tip” se están
diferenciando al menos parcialmente, pero no a través de la vía de StatA/CudA. El gen ecmB
también se expresa en la región del “tip” de mutantes para CudA. (44).
La molécula que inicia la culminación, el AMPc, es sintetizado por las encimas
Adenilato ciclasas. Existen tres encimas de este tipo en D. discoideum, codificadas por tres
genes, acaA, acgA y acrA (68). AcaA es la encima que se expresa en la región organizadora del
“tip” y podría ser la encima responsable de la síntesis del AMPc extracelular necesario para la
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iniciación de la culminación. Sabiendo todo esto, llevamos a cabo un estudio exhaustivo de la
región promotora del gen de la Adenilato ciclasa (acaA) y de la expresión de este gen a lo largo
del desarrollo de células “wild-type”, para luego compararlo con lo que ocurre en las células
mutantes para srfB.
En células silvestres (Ax4), el gen acaA se transcribe desde tres promotores alternativos
aunque la proteína que codifican todos los ARNm generados sea la misma. Los análisis
funcionales indican que el promotor más distal, Promotor 1, está especialmente activo en células
en agregación según se ha corroborado tanto por medición de actividad del promotor como de
expresión del ARNm1. Sin embargo, el Promotor 2 es especialmente activo en la región pre-
espora. El Promotor 3, es principalmente activo en células pre-tallo, pero no en todas, sólo en
las células que conforman el “tip” o región organizadora y por último, el promotor Completo
muestra un patrón de expresión que agrupa los tres patrones pero, en general, es más parecido al
Promotor 3. La existencia de un promotor distal que dirige la expresión durante la agregación
convertiría a acaA en el tercer gen implicado en la señalización mediada por AMPc que
presenta semejante adaptación. En estudios previos (3) ya se había propuesto que los
Dictiostélidos, para poder usar el AMPc durante la agregación como molécula quimioatrayente,
habían tenido que adquirir nuevas regiones promotoras que permitieran una regulación génica
más específica y controlada.
Existen dos estudios previos del promotor de acaA. Verkerke-van Wijk (130) y sus
colaboradores caracterizaron el promotor de acaA aislado de un clon genómico que resultó tener
una deleción interna que incluye el promotor 2 y el 3, así que la región del promotor estudiada
comprende una parte del Promotor 2 (desde el nucleótido –1838 hasta el –1310) fusionado a la
parte más proximal del Promotor 3 (nucleótidos –86 al –1). Este promotor es activo en células
del “mound” y del centro organizador o “tip” de estructuras migratorias, con un patrón similar
al presentado por el Promotor 3. Estos resultados podrían indicar la existencia de una región
reguladora, que activa la expresión en células del “tip”, entre el nucleótido –86 y el 1, que
también está presente en la región del Promotor 3 analizado. Además, Siol y sus colaboradores
(121) caracterizaron la actividad promotora de un fragmento de 773 bp que corresponde a la
región proximal del Promotor 3 (nucleótidos –739 al 34). Este fragmento activa la transcripción
en agregados y es dependiente del factor CbfA. Estos autores demostraron que CbfA era
necesario para la expresión de acaA durante el desarrollo (136). Ya que el Promotor 1 es
específico de agregación, sería de interés determinar si este promotor, que presenta varios sitios




Los datos obtenidos del estudio completo de la región promotora del gen acaA han
demostrado la expresión de este gen en varías regiones de las estructuras, lo que era
previamente desconocido y abren un abanico de posibles funciones en las que podría estar
implicada acaA. Estas nuevas funciones irían más allá de la agregación, en estadios posteriores
del desarrollo tales como la regulación de la culminación o de la diferenciación de las células
pre-tallo y pre-espora.
Una vez fue estudiada la actividad del promotor del gen acaA en células silvestres,
quisimos comprobar que ocurría en las células mutantes para srfB. Queríamos establecer si srfB
tiene algún papel regulador sobre la expresión de la Adenilato ciclasa durante el desarrollo y, en
particular, durante la iniciación de la culminación. Los datos obtenidos mediante estudios
histoquímicos y de RT-PCR cuantitativa indicaron diferencias apreciables en la expresión del
gen acaA en la región organizadora del “tip”. Las células que expresaban acaA presentaban una
localización menos precisa en el “tip” de los “finger” y los “slugs” de los mutantes de srfB. La
actividad del Promotor 3 y el Promotor completo y del fragmento del promotor descrito por
Verkerke et al. confirmaron dicho fenotipo. Estos datos podría indicarnos que el defecto en la
iniciación de la culminación en el mutante de srfB podría ser consecuencia de que acaA no está
correctamente expresado en la región organizadora del “tip”. Otra diferencia observada es que
acaA se expresa menos en el mutante en la región pre-espora con respecto al silvestre. Esta
menor expresión de acaA en la región pre-espora podría contribuir a una menor producción de
AMPc. Este AMPc podría ser capaz de difundir hacia la región organizadora del “tip”
contribuyendo a la inducción de la culminación. Lo sorprendente de esta observación es que,
srfB no se expresa a niveles detectables en la región pre-espora ni en los “fingers” ni en los
“slugs” durante el desarrollo (Capítulo 1) (46). Inicialmente pensamos que estos resultados
podrían deberse a que las células del “tip” segregaran alguna molécula inductora de la
expresión de acaA en las células pre-espora y que esta señal podía estar ausente en las células
srfB-. Para comprobar esta hipótesis realizamos experimentos de mezclas de células silvestres
(Ax4) y srfB-, portando una de las cepas un vector reportero en el que lacZ estaba bajo el control
del Promotor 2 del gen acaA. Los resultados obtenidos indicaron que la presencia de células
Ax4 no inducía la actividad del Promotor 2 del gen acaA en las células srfB- como predecía
nuestra hipótesis inicial. Por el contrario, observamos que la presencia de células srfB- reprimía
la actividad del Promotor 2 del gen acaA en las células silvestres. A la vista de estos resultados,
nuestro modelo actual consistiría en que, en presencia de srfB en la región del “tip”, ciertas
señales moleculares estarían reprimidas y por tanto, acaA se estaría expresando en la región pre-
espora. Sin embargo, cuando srfB no se expresa, esas señales moleculares se encuentran activas
reprimiendo la expresión de acaA en las células pre-esporas. Es posible que esas señales
represoras se activen desde el principio del desarrollo pero en presencia de srfB se vean
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silenciadas en la región del “tip” al comienzo de la culminación. La existencia de señales
intercelulares que se producen en un tipo celular pero actúan sobre otro es bien conocida en D.
discoideum. Por ejemplo, en la diferenciación de las células pre-espora y pre-tallo, DIF-1 juega
un papel clave, se produce en las células pre-espora pero activa la diferenciación de las células
pre-tallo (9). Sin embargo, pensamos que esta sería la primera vez que se describe un
mecanismo de señalización con origen en las células pre-tallo que regula la expresión génica en
las células pre-espora. Con este modelo en mente, planteamos que srfB podría tener una función
activadora sobre la expresión de acaA en la región pre-espora y que esa expresión sería
necesaria para la progresión del desarrollo, incluyendo el inicio de la culminación.
Como hemos mencionado anteriormente el estudio de la función biológica de mef2A se
llevó a cabo mediante la generación de cepas mutantes, tanto en la cepa “wild type” Ax4 como
en Ax2 con fenotipos similares. Hay que destacar que la sobre-expresión de Mef2A, tanto bajo
el control del promotor de Actina15 como de su propio promotor, produjo un fenotipo similar al
de las cepas mutantes lo que impidió realizar estudios de complementación de las cepas
mutantes. Los resultados obtenidos indicaban que srfC (mef2A) estaba implicado en la
determinación y en la diferenciación de las células pre-espora y un grupo de células pre-tallo en
D. discoideum. Este papel de mef2A en la determinación y diferenciación de las esporas se
fundamenta en varias evidencias. El gen mef2A, para empezar, se expresa en la región pre-
espora desde las fases más tempranas del desarrollo, ya que su expresión se induce a las 4 horas.
Los genes marcadores de la región pre-espora se expresan menos en las células mutantes para
mef2A , como puede observarse en los análisis de expresión (Northern Blot) y en las
histoquímicas realizadas con vectores que expresan el gen lacZ bajo los promotores de estos
genes. El defecto observado en la expresión de los genes marcadores de células pre-espora es un
defecto considerado autónomo celular es decir, aún en presencia de células “wild-type” y de las
señales que ellas producen, las células mutantes no se diferencian a células pre-espora, en
experimentos de mezclas de ambas cepas. Por otro lado, los genes marcadores de células pre-
tallo están sobre-expresados. Además, las células mutantes para mef2A no se diferencian in vitro
a esporas (experimentos realizados en colaboración con la Dra. Teresa Suarez, CIB, España), e
in vivo, producen la mitad de esporas que una cepa “wild-type”
El análisis de la expresión génica mediante secuenciación masiva corrobora nuestra
hipótesis. Muchos de los genes cuya expresión desciende en los mutantes de mef2A se expresan
específicamente en células pre-espora. Algunos de los cuales son, psiI (“prespore inducing
factor”), el grupo de proteínas pequeñas específicas de pre-espora, tgrC5, un grupo de proteínas
posiblemente implicadas en regulación transcripcional y proteínas de membrana mostradas en la
Tabla IV del Capítulo 4. También se han observado diferencias entre las células mutantes y las
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“wild-type” en la expresión de algunos de los genes usados como marcadores de células pre-
espora, aunque no pasaron los requerimientos impuestos para el análisis de los datos de
secuenciación masiva de ARNm (más de tres veces de diferencia en los niveles de expresión y
un valor p < 0,01). Por ejemplo, cotA se expresaba 2,12 veces más en Ax4 que el mutante, cotC
2,02 veces, pspD 1,95 veces y pspB 2,52 veces más.
En la misma línea de nuestra hipótesis se observó que la mayoría de genes que estaban
sobre-expresados en la cepa mutante eran específicos de células pre-tallo. Algunos de ellos,
genes relacionados con hssA o con genes que codifican proteínas pequeñas como puede verse en
la Tabla IV del Capítulo 4. Dos de los genes relacionados con hssA mostraban mayor expresión
en “wild-type” con respecto al mutante en los análisis de secuencias mientras que, en los
análisis por RT-PCR cuantitativa aparecían aumentados en la cepa mutante en fases del
desarrollo posteriores al tiempo (16 horas) que se usó para el estudio masivo de secuencias
(datos no mostrados). El gen ecmA, que es uno de los marcadores de células pre-tallo, está
expresado 1,5 veces más en la cepa mutante de acuerdo con los datos de la secuenciación
masiva, mientras que ecmB está expresado 1,5 veces más en la cepa “wild-type” en el mismo
tiempo de desarrollo.
Mef2A parece estar implicado también en la determinación y diferenciación de la sub-
población de células pre-tallo localizada en la parte superior de los “mound” y “fingers” y en la
parte anterior de los “slugs”. Estas células se caracterizan por la expresión de ecmB e incluyen
las células organizadoras del “tip” que regulan el proceso de culminación (135). Las células
mutantes que expresan un vector donde la expresión de lacZ está bajo la dirección del promotor
de ecmB (ecmB::lacZ) no participan en la formación del “tip” en los experimentos de mezcla
con células silvestres en desarrollo (Fig. 6,7 del Capítulo 4). Aunque no lo mostramos, las
células mutantes para mef2A no diferencian correctamente in vitro a células pre-tallo (que
expresen ecmB). Por un lado, no se ha detectado expresión de mef2A en células pstAB, pero es
posible que el papel que lleva a cabo este factor en la diferenciación, venga ya determinado
desde la fase de “mound”, donde se expresa en la mayor parte de las células, bajo la dirección
de dos promotores alternativos. También cabe la posibilidad de que el número de células que
expresan mef2A en la región PstAB sea demasiado bajo como para ser detectado mediante
ensayos con vectores reporteros.
La existencia de diferencias en la especificación o diferenciación de los tipos celulares
podría explicar los fenotipos observados en la cepa mutante para mef2A. Por ejemplo, la
existencia de un mayor número de células pre-tallo que se adhieren más entre ellas podría
provocar la ruptura de los “streams”. Además, algunos de los genes que se encuentran
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desregulados en los mutantes, como son los de la familia tgr (tgrF1 y tgrC5) está implicada en
adhesión (8). Sin embargo, no se han detectado diferencias en la adhesión celular en presencia
de calcio entre las células silvestres y las mef2A- (datos no mostrados). Los “slugs” presentan
una distribución de las células pre-tallo y pre-espora anómala (Fig5 Capítulo 4), lo cual podría
explicar los defectos en su tamaño y motilidad. Además, la región organizadora del “tip” se
encuentra alterada también en los “slugs” como puede observarse por la expresión del gen
ecmB. Esta región juega un papel regulador en la migración de los “slugs”. Cuando las células
mutantes son cultivadas en condiciones que favorecen la formación de los “slugs”, se forman
una mayor cantidad de “mounds” pequeños con bastantes células pre-tallo localizadas en la
región basal y que parece que impiden la formación de los “slugs”. A pesar de los defectos
comentados, también queda claro que mef2A no es absolutamente necesario para el desarrollo de
D. discoideum ya que, a pesar de todo, se forman un gran número de cuerpos fructíferos y se
forman esporas aunque en menor número. Sin embargo, nos gustaría proponer que mef2A
participa en una red de factores de transcripción que regula la diferenciación celular y que
podrían compensar parcialmente la ausencia de mef2A. Uno de ellos podría ser SrfD, que
también es homólogo al factor de transcripción Mef2 y cuya función aún no ha sido estudiada.
Además de srfD, hay evidencias de la implicación de otros reguladores transcripcionales en el
proceso de diferenciación de las células pre-espora. Se ha descrito que la mutación de las
deacetilasas de histonas (115) y de proteínas de unión a cromatina (33) afecta a la diferenciación
de células pre-espora y a la distribución y proporción de cada tipo celular. Además, la expresión
de otros genes que codifican reguladores transcripcionales es dependiente de mef2A. Un
ejemplo sería comH, que codifica un factor de transcripción de unión a GATA, que se expresa
en células pre-espora. G0288967 codifica un factor de transcripción con dominio-sandwich y
G0290847, G0290855 y G0271438 codifican proteínas con dominios posiblemente implicados
en la unión a ADN y en la regulación transcripcional. El gen homólogo a retinoblastoma, rblA,
controla también la preferencia de las células por diferenciar a un tipo celular o a otro (78). Este
gen se expresa en la región pre-espora; cuando mezclamos células wild-type con células
mutantes para rblA, estas presentan cierta preferencia por diferenciar a células pre-tallo, como
también ocurre con las células mutantes para mef2A. Hay que mencionar que rblA se induce más
tarde que mef2A durante el desarrollo y parece tener un papel más importante en la
diferenciación de las esporas.
La actividad del factor de transcripción Mef2A de vertebrados está finamente regulada
por señales extracelulares; una de las más conocidas es la asociación inhibitoria de Mef2A con
Deacetilasas de histonas de clase II (HDACs). Determinadas señales extracelulares producen la
fosforilación de las HDACs liberando así Mef2A. Mef2A, a su vez, puede ser directamente
fosforilado por proteína quinasas dependientes de mitógeno o MAP quinasas (111) regulando
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así su actividad transcripcional. D. discoideum codifica sólo dos MAP quinasas, ErkA y ErkB.
ErkB se ha descrito que está implicada en la diferenciación de esporas (100). En futuros
experimentos sería interesante esclarecer sí Mef2A forma parte de la vía reguladora en la que
participa ErkB y que está implicada en la diferenciación de esporas. Hemos intentado
complementar la cepa mutante para ErkB con una proteína de fusión en la que Mef2A estaría
constitutivamente activa (mef2A/VP16) pero la expresión de esta forma, en células “wild-type”







1.- En Dictyostelium discoideum existen cuatro genes, srfA, srfB srfC y srfD, que codifican
proteínas homólogas a la familia de factores de transcripción de la familia MADS-box. Dos
ellos, srfA y srfB codifican proteínas similares a SRF, mientras que los otros dos, srfC y srfD,
codifican proteínas más similares a Mef2.
2.- Los genes srfB y mef2A (srfC), al igual que srfA, presentan promotores alternativos que
dirigen su expresión a lo largo del desarrollo. Sus cepas mutantes presentan fenotipos durante el
crecimiento y el desarrollo, de acuerdo con su complejo patrón de expresión.
3.- SrfB está implicado en varios procesos dependientes del citoesqueleto de actina tales como
citocinesis y macropinocitosis durante la fase de crecimiento celular, o migración y adhesión
celular durante la agregación. Además, srfB está implicado en la transición
crecimiento/desarrollo y en la diferenciación de la región pstAB de las estructuras en desarrollo.
4.- El gen acaA, que codifica la Adenilato Ciclasa A, se transcribe desde tres promotores
alternativos que son activos en varias regiones de la estructura a lo largo del desarrollo. Este
patrón de expresión podría indicar que AcaA está implicada en varias etapas del desarrollo,
además de su conocido papel en agregación celular.
5.- srfB regula la expresión de acaA en células pre-tallo situadas en la region pstAB y en células
pre-espora. En este último caso la regulación podría estar mediada por señales extracelulares
provenientes de la region pre-tallo.
6.- El gen mef2A es necesario para el correcto crecimiento de las amebas sobre bacterias.
También está implicado en procesos de diferenciación celular, al igual que srfA y srfB. En
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Artículo 1: Structural and functional studies of a family of Dictyostelium discoideum
developmentally regulated, prestalk genes coding for small proteins.
Dictyostelium discoideum lleva a cabo un programa de desarrollo multicelular bajo
condiciones de ayuno. Este proceso morfogenético requiere de la regulación diferencial de un
gran número de genes y está coordinado por señales extracelulares. El factor de transcripción de
la familia MADS, srfA, está implicado en varios estadios del desarrollo incluyendo migración
del “slug” y diferenciación terminal de las esporas.
Mediante hibridación substractiva se aisló el gen, sigN (“Srf-A-induced gene N”) o gen
inducido por srfA N, cuya expresión en el estadio de “slug” es dependiente del factor de
transcripción SrfA. Las búsquedas por homología detectaron la existencia de una gran familia
de genes relacionados con sigN en el genoma de D. discoideum. Los 13 genes más parecidos
están agrupados en dos regiones del cromosoma 2 y fueron denominados genes sigN de Grupo 1
y de Grupo 2. Las proteínas codificadas tienen unos 87-89 aminoácidos. Todos los genes
presentan una estructura similar, compuesta por un primer exón que contiene una pauta abierta
de lectura de 13 nucleótidos y un segundo exón que contiene el resto de la región codificante.
La expresión de estos genes es inducida a las 10 horas de desarrollo. El análisis de sus regiones
promotoras indica que estos genes se expresan en la región pre-tallo de las estructuras en
desarrollo. La adición de anticuerpos contra las proteínas SigN del Grupo 2 provoca que las
estructuras en estadio “mound” se descompongan.
En conclusión se ha encontrado en D. discoideum una gran familia de genes que codifican
proteínas de pequeño tamaño. Dos de los grupos con proteínas muy similares se expresan
específicamente en células pre-tallo durante el desarrollo. Los estudios funcionales con
anticuerpos contra las proteínas SigN del Grupo 2, vislumbran un posible papel de estos genes



































Artículo 2: The dual-specificity protein phosphatase MkpB, homologous to mammalian MKP
phophatases, is required for D. discoideum post-aggregative development and cisplatin
response
Las proteínas fosfatasas de especificidad dual participan en vías de transducción de
señales inactivando a las proteínas quinasas activadas por mitógeno (MAP quinasas). Dichas
vías de señalización son de crucial importancia en la regulación de numerosos procesos
biológicos, incluyendo proliferación celular, diferenciación y desarrollo. La ameba social
Dictyostelium discoideum tiene 14 genes que codifican proteínas que contienen regiones
similares a los dominios presentes en las fosfatasas de especificidad dual. Uno de esos genes,
mkpB adicionalmente presenta, en la región N-terminal, un dominio llamado Rodanasa,
característico de las MAP quinasas–fosfatasas animales. Las células que sobre-expresan este
gen muestran mayor actividad fosfatasa. mkpB se expresa en D. discoideum durante el
crecimiento pero el mayor nivel de expresión se observa a las 12 horas de desarrollo. Aunque es
expresado en todas las células de las estructuras en desarrollo, el ARNm de mkpB está
enriquecido en las células denominadas “Anterior like cells”. Las células que expresan una
forma mutante catalíticamente inactiva de MkpB crecen y agregan como la cepa silvestre pero
sufren defectos en los estadios posteriores a la agregación. Además, la expresión de genes
específicos de tipo celular se encuentra retrasada, indicando que esta proteína juega un papel
importante en diferenciación celular y desarrollo. Las células que expresan la forma mutante
catalíticamente inactiva de MkpB muestran mayor sensibilidad a cisplatino, mientras que las
que sobre-expresan la forma silvestre de MkpB o MkpA, así como células mutantes para el gen
de la MAP quinasa erkB, son más resistentes a la aplicación de cisplatino como droga
quimioterapeútica. También se ha observado una relación similar entre la actividad de MKP y la
sensibilidad a cisplatino en células tumorales.
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